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　RFLP　analysis　is　very　useful　for　detecting　carriers　or　for　prenatal　diagnosis　in　inherited　diseases．
In　this　study，　the　new　VNTR　polymorphism　within　intron　40　of　the　von　Willebrand　factor　（vWF）
gene　was　characterized　using　polymerase　chain　reaction　（PCR）．
　In　49　normal　Japanese　individuals　（98　chromosomes），　the　PCR　products　amplified　from　the
specific　VNTR　region　consisted　of　six　different　length　alleles．　Nine　types　of　heterozygote　were
observed　and　the　overall　heterozygosity　rate　was　71．40／o．　This　VNTR　polymorphism　was　compatible
with　Mendelian　inheritance　laws．　Peake　et　al．　and　Ploos　van　Amstel　et　al．　have　previously　reported
on　PCR　analyses　of　two　varieties　of　VNTR　polymorphism　in　intron　40　of　the　vWF　gene　of
Caucasians．　We　have　also　performed　analyses　with　respect　to　these　two　varieties　of　VNTR
polymorphism　in　Japanese　subj　ects．　When　the　analysis　was　performed　in　the　same　conditions　as
described　by　Peake　et　al．，　the　VNTR　region　in　Japanese　subjects　was　not　amplified，　suggesting　that
some　differences　may　exist　between　Japanese　and　Caucasians　as　regards　intron　40．　On　the　other
hand，　analysis　of　the　VNTR　polymorphism　reported　by　Ploos　van　Amstel　et　al．　revealed　the
presence　of　multiple　alleles　in　Japanese　subj　ects．　lf　the　polymorphism　detected　by　us　was　combined
with　that　reported　by　Ploos　van　Amstel　et　al．，　then　the　probability　of　detecting　the　alleles　of　an
individual　in　a　heterozygous　state　was　approximately　800／o，　considerably　higher　than　that　observed
in　the　analysis　of　one　of　these　polymorphisms　alone．
　　In　the　type　IIA　von　Willebrand　Disease　（vWD）　family，　a　certain　length　allele　was　clearly　mirrored
in　vWD　patients　extending　through　three　generations．　This　VNTR　polymorphism　was　thus　found
to　be　extremely　useful　for　vWF　gene　tracking　in　the　Japanese　population．
（1991年12月10日受付，1992年1月6日受理）
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緒 言
　von　Willebrand因子（vWF）は，血管内皮細胞
と骨髄巨核球で産生される巨大な糖蛋白である1）2）．
　vWFは多量体（multimer）という特殊構造をと
り，血漿中でVIII因子（F　VIII）と非共有結合によ
る複合体を形成しFVIIIの安定化に関与するほか
に，損傷を受け露出した血管内皮下組織への血小板
粘着を促進し一次止血に重要な働きをしている3）．
vWFの量的・質的異常により出血傾向を呈する疾
患がvon　WiIlebrand病（vWD）であり，その頻度
は200人に一人といわれ頻度の高い疾患である4）．
vWDは，常染色体優性遺伝形式をとり，その多くは
vWF遺伝子の変異により引き起こされると思われ
る．1989年にMancusoらは，　vWF遺伝子の構造
を大部分明らかにした5）．vWF遺伝子は，第12番染
色体上に位置し，52個のエクソンと51個のイント
ロンから構i成され，その全長は178kbに及ぶ．この
巨大な遺伝子のイントロン40内に“TCTA
repeat”　（variable　number　tandem　repeat：
VNTR）と呼ばれる繰り返し配列が存在する．
Peakeらは欧米人において，このVNTR領域の一
部をpolymerase　chain　reaction（PCR）法により増
幅し，得られたPCR産物の大きさを比較すること
により，このVNTR領域が非常に多型性に富むこ
と，さらにvWDの家系内診断に有効であることを
報告した6）．また，Ploos　van　Amstelらも同じイン
トロン40内の異なるVNTR領域をPCR法により
増幅し，Peakeらと同様に多型性に富むことを報告
している7）．本研究では日本人において，vWF遺伝
子イントロン40内の新しいVNTRの解析を行っ
た．
II．実験材料及び方法
　1．ゲノムDNAの調製
　日本人健常者49人，タイプII　A　vWD患者及び
その家族より静脈血を採血した．抗凝固剤には
EDTA－2　Naを用い，全血7mlに対し10．5mgを
使用した．ゲノムDNAの調製には，フェノール抽
出法および簡便法の2通りの方法を用いた．簡便法
は，全血200μ1を一70℃で凍結した後，95℃10分
間加熱し，12000xgで10分間遠心する方法で，得ら
れた上清（粗DNA画分）をDNAサンプルとして
用いた6）．フェノール抽出はKunkelらの方法に従っ
た8）．
　2．PCR法9）によるVNTR領域の増幅
　今回我々がイントロン40内VNTR領域を増幅
するために用いたPCRプライマー（VNTR－1，
VNTR－2）は，　Applied　Biosystems　391　DNA
synthesizer　PCR－MATE　（Applied　Biosystems
Inc．，　Foster　City，　CA，　USA）により合成し，その位
置は以前に欧米人で報告6）7）された2組のプライマ
ーの位置とは異なっている（Fig．1）．プライマーの
配列を以下に示す．
　VNTR－1：5’一CAGTATGTGACTTGGATTGA
　　　　　　－3’
　VNTR－2：5’一AAATACATAGGATGGATGGA
　　　　　　－3’
　PCR反応の試薬として，　GeneAmpTM　DNA
Amplification　Reagent　Kit　（Perkin－Elmer－Cetus，
Norwalk，　CT，　USA）を用いた．反応液は，　dNTP
各200μM，プライマー各100pmo1，緩衝液（10
mM　Tris－HCI　pH　8．3，　50　mM　KCI，　1．5mM
MgC12，0．01％gelatin）を加えたエッペンドルフチ
ューブにゲノムDNA　O．5μgを入れ，滅菌蒸留水で
最終容量を100μ1に調製した．最後に2．5UのTaq
polymerase　（AmpTaq’M　DNA　Polymerase，
Perkin－Elmer－Cetus）を加え，反応中の蒸発を防ぐ
ためミネラルオイルで反応液を覆った．DNA　Ther－
mal　cycler（Perkin－Elmer－Cetus）により，94℃，20
秒の熱変性，55℃，20秒のアニーリング，72℃，30
秒の伸長の3ステップを1サイクルとし，40サイク
ルのPCRを行った．
　3．PCR産物の解析
　増幅されたPCR産物（10μ1）を緩衝液1XTBE
（89　mmol／1　Tris，　89　mmol／1　boric　acid，　2　mmol／1
EDTA）中で，垂直型（20　cm×20　cm×0．5cm）10％
ポリアクリルアミドゲルにより180V，4時間の電
気泳動を行った．泳動後のゲルは，エチジウムブロ
マイド溶液（10mg／ml）10μ1を含む蒸留水100　ml
に15分間浸して染色した後，紫外線下でトランスイ
ルミネーターにより観察した．
　4．凝血学的検査
　タイプII　A　vWD患者及びその家族より採取した
静脈血9容に対し3．2％クエン酸ナトリウム1容を
混和し，3000rpm，15分間遠心後の上清を血漿サン
プルとし，VIII因子抗原量（F　VIII：Ag），　VIII因
子活性（FVIII：C），　vWF抗原量（vWF＝Ag），
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徽嚇灘筋t・t・TC・GTC・GTCTGTCTGtctatctatc
tatctatctatctatctatctatctatctatctatctatctaTCCAtcta
雛簸騨・・CA・C・G・CCTATCtctatctaACCTATG
TAtctaTTTATCAtctaTCCTGTCtctatctaTCCTTTGTAtctaTCAtc
t、TCCTATCt。t、t。t。㈱撒凶冷峰越糠。　t、TCCt・t・TC
　　　　　　　　　　　　　　　　タウクク。・。・、・、・、・。・、・。・、・。・。・。・鑑「c1・’llTTGTA・…GTTA・…T寡
一・TC・G・CTG・…A・・・・・…ACCTG・GT
　　　　　　ぐ一primer　2
AtctaTTTATAAtctaTCCTATCtctatctaACCTATGTAtctaTCAtct
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401　aTCCTATCTCTGtctaACATATGTAtctaTCAtctaTtctaTAtctaTCT　450
451　GtctatctaCCCTATGTTTTATCAtctaTCCTATCTCTCtctaAGCTGTG　500
501
551
601
651
701
TAtctaTCAtctaTCCtctatctaTCATCCAtctatctatctaTCTTACT
AA一・ATGTATG・A・G・A・G・ATG・A・・…
　　　　　　　　vWFn－5⇒ctaTCAAAtctaTCTCATGTAtctaGTTATCATtctatctatctatctat
。t。t。t。t。t。t。t，t、t。t。t、t。t、t。t、TCCTAACCCATGTAAT騰
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　聯
勝㎜脇翌鋤；賜「TACCTAAAACAGTAGAAGT
　　　　　司一vWFII－3
VNTR－1
VNTR－2
primer　1
primer　2
vWFII－5
vWF　II　一3
5’　一　CAGTATGTGACTTGGATTGA　一　3’
5’　一　AAATACATAGGATGGATGGA　一　3’
5t－AGCTATA丁ATCTATTTATCAT－3’
5”　一　AGATACATACATAGATATAGG　一　3’
5’　一　TGTACCTAGTTATCTATCCTG　一　3i
5’　一　GTGATGATGATGGAGACAGAG　一　3’
550
600
650
700
Fig．　1　Nucleotide　sequence　of　VNTR　in　intron　40．
　　　The　PCR　primer　pair，　VNTR－1　and　VNTR－2　are　the　ones　used　in　this
　　　study．　primer　1　and　primer　2　indicate　the　ones　used　for　amplification
　　　in　the　study　by　Peake　et　al．　as　reported　in　their　paper　［6］．　vWF　II－5
　　　and　vWF　II－3　indicate　the　primer　pair　used　for　amplification　by　Ploos
　　　van　Amstel　HK　et　al．　as　reported　in　their　paper　［7］．
vWF活性（vWF＝Rco）ならびにvWFマルチマー
構造の解析を行った．
　FVIII：AgとvWF：Agは，　enzyme－linked　im－
munosorbent　assays（ELISA）法により測定した．
FVIII：CはAutomated　coagulation　laboratory
（lnstrumentation　Laboratory，　Lexington，　MA，
USA）を用い凝固1段法により測定した．　vWF：
Rcoは，　Macfarlaneらの方法に従い，ホルマリン
固定血小板を用いた血小板凝集により測定した10）．
　vWFマルチマー構造の解析は以下の方法により
行った．血漿を1．5％アガロースゲルで電気泳動し，
泳動したゲルをWestern　Blot法によりニトロセル
ロース膜（Schleicher＆Schuell，　Dasse1，　West
Germany）に転写した．次いで0．05％Tween　20，
1％BSAを含む緩衝液0．02　M　Tris－HCI／0．15　M
NaCl，　pH　7．4（TBS）下，室温でニトロセルロー
ス膜に抗ヒトvWFモノクローナル抗体（Takara
Shuzo　Co．，　LTD）を加え3時間インキュベートし
た．0．05％Tween　20を含むTBSで10分間3回
洗浄した後，．抗マウスビオチン加ヤギIgG（TAGO
Inc．，　Burlingame，　CA，　USA）を加え室温で2時間
インキュベートし，さらに10分間3回洗浄後，スト
レプトアビジン加アルカリフォスファターゼ
（Bethesda　Research　Laboratory，　Bethesda，　MD，
USA）を加え室温で1時間インキュベートした．炭
酸緩衝液（pH　9．8）下でNBT－BCIP（Bio－Rad，
Richmond，　CA，　USA）を発色基質としてvWFマル
チマー構造を検出した．
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Table　2　VNTR　polymorphic　patterns　in
　　　heterozygote．
Fig．　2　VNTR　polymorphic　alleles　amp1ified　by
　　PCR　using　VNTR－1　and　VNTR－2　primers．
　　PCR　products　were　electrophoresed　on　100／o
　　polyacrylamide　gel．　The　bands　were　visual－
　　ized　with　ethidium　bromide．
Table　1　The　allelic　frequency　of　the　VNTR
　　　polymorphism．
Band　1一
Band　2一 一 一 一 一
Band　3 一 一 一 一
Band　4 一 一
Band　5 一 一
Band　6 一 『 一
Number1 3 6 3 6 4 2 8 2
Heterozygosity：71．4％o
Band NumberFrequency（％o）
Band　1
Band　2
Band　3
Band　4
Band　5
Band　6
3
23
27
20
5
20
3．1
23．5
27．5
20．4
5．1
20．4
Tota1 98 100．0
III．結 果
Fig．　3　VNTR　polymorphic　alleles　amplified　by
　　PCR　using　vWF　II－5　and　vWF　II－3．
　　Specific　VNTR　regions　from　were　amplified
　　from　genomic　DNA　by　vWF　II－5　and　vWF　II
　　－3　［7］．　PCR　products　were　electrophoresed
　　on　100／o　polyacrylamide　gel　and　visualized　by
　　ethidium　bromide　staining．
　1．プライマーVNTR－1，　VNTR－2を用いた
　　vWF遺伝子イントロン40内VNTRの解析
　日本人49人においてプライマーVNTR－！，
VNTR－2を用いてVNTR領域の解析を行った．
この結果，6種類の大きさの異なる対立遺伝子が検
出され，非常に多型性に富んでいた（Fig．2）．これ
ら6種類の対立遺伝子の出現頻度をTable　1に分子
量の大きいものから順に示した．6本の対立遺伝子
のうちの2本の組み合わせによって9種類のヘテロ
接合体が観察された（Table　2）．これによって個人
がヘテロ接合体となる確率は71．4％であった．正常
家系4家系においてこのVNTRの解析を行った．
いずれの家系においても全ての子供はその親からそ
れぞれ1本ずつ対立遺伝子を受け継いでおりメンデ
ルの法則に矛盾するものはみられなかった．
　2．primer　1，　primer　2およびvWF　II－5，　vWF
　　II－3を用いたVNTRの解析
　今回，日本人について2つのVNTRの解析法を
用いて検討した．vWF　II－5，　vWFII－3を用いた場
合，VNTR領域は欧米人同様に増幅され，多型性に
富んでいた（Fig．3）．我々の結果とPloos　van
Amste1らの解析法を組み合わせるとヘテロ接合体
となる確率は約80％となった．しかし，primer　1，
primer　2を用いた場合は，我々の反応条件下では増
幅されたPCR産物が得られなかった．これはアニ
ーリングの温度を37℃に下げても同様の結果であ
った．
　3．タイプII　A　vWD家系（R．　Y．　family）にお
　　けるVNTRの解析
　1）凝血学的検査
　我々のVNTR解析法によりタイプII　A　vWD家
系の検討を行った．家系図，vWFマルチマー解析，
各凝固因子の測定結果をFig．4及びTable　3に示
す．vWFマルチマー解析の結果，1－1，　II－1，　III－2
では1arge　multimerおよびintermediate　multimer
の欠如ないし減少が認められた．またII－1，　III－2は
FVIII：Ag，　F　VIII：C，　vWF：Ag，　vWF：Rcoの
明かな減少が認められた．1－1については，FVIII：
Ag，　F　VIII：C，　vWF：Agが正常下限の数：値を示し
たが，vWF：Rcoの明かな減少と1arge　multimer
の欠如を認め，鼻出血を繰り返していた．これらの
凝血学的検査より1－1，II－1，　III－2をタイプII　A
vWDと診断した．　III－3はFVIII：Ag，　F　VIII：C，
vWF：Ag，　vWF：Rcoの軽度減少を認めたがマル
チマー構造は正常であった．
　2）VNTRの解析
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Fig．　4　Family　tree　of　R．　Y．　（type　IIA　vWD）
　　family　and　vWF　multimer　ana1ysis　of　the
　　family　members．
m
1 2 3
Fig．　5　VNTR　polymorphic　alleles　obtained
　　from　R．　Y．　（type　IIA　vWD）　family．
Table　3　Phenotypic　data　for　R．　Y．　（type　II　vWD）　family．
Family　FVIII：Ag　FVIII：C　vWF：Ag　vWF：Rco　Blood
Member　（O／o）　（％）　（O／o）　（O／o）　Type
1－1
1－2
11－1
11－2
11－3
111－1
111－2
111－3
69．4
74．2
34．6
68．0
83．6
72．8
19．8
49．4
68
72
28
60
69
56
14
46
83．6
94．0
34．4
86．2
96．6
113．4
24．8
66．4
27
87
18
42
75
80
〈6
37
A
o
o
A
A
A
A
o
　VNTR－1，　VNTR－2を用いてPCR法によりR．
Y．familyの各人についてVNTR領域の増幅を行
った．この家系の内3名のタイプII　A　vWD（1－1，
II－1，　III－2）は全員，　Fig．5の矢印（←）で示した対
立遺伝子をもっていた．これらの結果は，矢印のバ
ンドとして観察される第12番染色体がこの家系に
おけるタイプII　A　vWDと関連していることを表し
ていた．また，血漿中の凝固因子の軽度減少を認め
たIII－3はタイプII　A　vWDではないことが示唆さ
れた．
IV．考 察
　RFLPによる解析は遺伝性疾患における保因者
診断や出生前診断に非常に有用である．いくつかの
グループによりvWFのcDNAがクローン化され
て以来11）12）13）14），現在までにvWF遺伝子内の
RFLPが10種以上報告されている．第22番染色体
はvWF遺伝子と相同性を有する偽遺伝子が存在
している．これらの多型の部位のほとんどは，この
偽遺伝子の影響を受けないvWF遺伝子の最後の部
分であった15）．多型を利用した保因者診断や出生前
診断において最も重要な点は，多型な対立遺伝子に
よりヘテロ接合体となる確率（heterozygosity
rate）が高いことである．言い換えればヘテロ接合
体となる確率が高い多型ほど遺伝性疾患の診断に有
用である．今回報告したVNTR多型は，日本人で
は6種類の異なる対立遺伝子があり，ヘテロ接合体
となる確率は71．4％であった．さらに6種類の異な
る対立遺伝子のうちの2本の組み合わせによるヘテ
ロ接合体が9種類と数多くみられたことから，我々
のデザインしたプライマーVNTR－1，　VNTR－2を
用いることにより，日本人においてvWDの高い診
断率が得られると思われる．
　日本人正常家系のVNTRの解析から，イントロ
（5）
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ン40内VNTRがメンデルの法則に従って受け継
がれており，家系内におけるvWF遺伝子の伝播を
示していることが示唆された．
　vWF遺伝子イントロン40はTCTA　repeatに富
む領域である．以前にPeakeら，　Ploos　van　Amstel
らにより欧米人におけるイントロン40内の，2つの
それぞれ異なるVNTRの解析法が報告された．こ
れら2つの解析法はプライマーの部位が異なるため
PCRにより増幅される領域も異なっている．しかし
両解析法の結果はほぼ同様である．それ故，これら
の解析法はvWDの診断に有用と思われる．　Peake
らが報告したVNTR多型は，欧米人では8種類の
異なる対立遺伝子が存在し，ヘテロ接合体となる確
率は75％であった6）．また，Ploos　van　Amstelら
が報告したVNTR多型は，欧米人では6種類の異
なる対立遺伝子が存在した7）．Peakeら，　Ploos　van
Amstelら，そして我々が報告したVNTRは全て
イントロン40内に存在しており，お互い非常に近く
に位置している（Fig．1）．3つのVNTR解析法は，
それぞれVNTR領域をPCR法により増幅した産
物の分子量を比較することに基づいている．Peake，
Ploos　van　Amstelの多型は，同じ4塩基の配列が
繰り返され，その繰り返しの数の違いが本体である．
おそらく本研究のVNTR多型も同様であると推測
される．日本人のDNAサンプルについて，我々の
反応条件下でprimer　1，　primer　2を使用した場合，
PCR産物が得られなかった．この結果はアニーリン
グの温度を37℃に下げても同様であった．この結果
から欧米人と日本人では，PeakeらのVNTR領域
の塩基配列に多少の差異が存在することが推測され
た．vWF　II－5，　vWF　II－3を用いた場合，欧米人と
同様に日本人でもVNTRは増幅された．ハプ脚半
イプの解析により，我々の増幅領域内に存在する
VNTRとvWF　II－5，　vWF　II－3を用いた増幅領；域
内に存在するVNTRには，これらが非常に近接し
ているにもかかわらず，強い連鎖不均衡はみられな
かった．このことは2つのVNTR多型を組み合わ
せることによって，単独での解析で期待できる有効
診断率よりも高い有効診断率を期待させ，実際両多
型の組み合わせによって約80％の診断率となるこ
とが示された．
現在vWDの診断はFVIII，　vWFの測定を中心
に凝血学的検査により行われているが，正常下限の
値や軽度減少を示す症例では正常か異常かの判断が
困難である．特に軽症例においては診断に難渋する
場合がある．しかし本研究におけるR．Y．　familyの
1名のこのような例においてもVNTRの解析を行
うこと より，vWDか否かを診断し得ることが示
された．
　これらの結果から我々のデザインしたプライマー
によるVNTRの解析は日本人におけるvWDの診
断及びvWF遺伝子の研究に非常に有効であること
が示唆された．
結 語
　日本人のvWF遺伝子イントロン40内に存在す
るVNTRの解析を行った．
　1．日本人49人，98本の12番染色体上のvWF
遺伝子内VNTRをPCR法により増幅した結果，6
種類の分子量の異なる対立遺伝子が観察された．そ
の出現頻度は分子量の大きい順に3．1％，23．5％，
27．5％，20．4％，5。1％，20．4％であった．また6種
類の対立遺伝子のうちの2本の組み合わせによって
9種類のヘテロ接合体が観察され，ヘテロ接合体を
示す確率は約70％であった．
　2．日本人正常家系における解析から，イントロン
40内VNTRは・メンデルの法則に従って受け継がれ
ており，第12番染色体の伝播を示していると考えら
れた．
　3．VNTRを解析することによりタイプII　A
vWDの家系内診断が可能であった．
　4．欧米人で報告されている2種類のVNTR解
析法を用いて日本人のvWF遺伝子イントロン40
の解析を行った．日本人のDNAサンプルでは
Ploos　van　Amstelらの解析方法を用いた場合，良
好な増幅が行えたが，Peakeらの解析方法を用いた
場合は増幅が行えず，日本人と欧米人のイントロン
40には差があることが推測された．
　5．我々の解析法とPloos　van　Amstelらの解析
方法を組み合わせることにより，vWDの有効診断
率が約80％となることが示された．
　稿を終えるに臨み，御指導，御校閲を賜りました
東京医科大学臨床病理教室藤巻道男教授に深謝致し
ます．また本研究に際し，直接御指導を戴いた稲葉
浩博士，並びに多大なる御協力を戴いた教室員各位
に深く感謝致します．
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